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ウエストナイルウイルス(WNV)はフラビウイルス属フラビウイルス科に属し、日本脳炎
血清型群に分類される一本鎖 RNA ウイルスである。WNV は系統樹解析により 7 つの系統
に分類されているが、現在のところ、ヒト、ウマおよび野鳥に高い病原性を有するのは
lineage 1 および 2 に属する WNV が多い。WNV はアフリカ全域、ヨーロッパ、ロシア、
中東、インド、オーストラリアおよびアメリカ大陸に分布している。 
 
WNV は 1999 年にアメリカ合衆国への侵入が確認されて以降、アメリカ大陸において急
速にその生息域を拡大し、ヒトやウマ、野鳥において多大な被害を与えている。また、ヨ
ーロッパやロシアにおいても流行がみられ、WNV 感染症は世界的に重要な人畜共通感染症
の一つとして知られている。近年の研究では、極東シベリア、中国、韓国や北海道におい
て WNV 抗体陽性の野鳥が見つかるなど、日本を含む東アジアでも分布拡大が続いている
ことが示唆されている。 
 
WNV は蚊によって媒介され、鳥類において増幅されるため、WNV は蔓延地域に生息す
る様々な種類の蚊や野鳥から検出される。近年アメリカ大陸で流行している WNV は特に
カラス科の野鳥に対し毒性が強く、流行期には WNV によって死亡したカラス科の野鳥が
多く見られる。野鳥での流行はヒトやウマよりも早期に生じる事が知られているため、死
亡野鳥調査は公衆衛生において非常に重要である。これらの死骸からの WNV 検出は比較
的容易であり、様々な手法で WNV 検出が行われる。しかし、その他の多くの野鳥やほ乳
類における WNV 感染は不顕性感染が多く、ウイルスも一般的に数日で体内から排除され
るため、これらの動物のサーベイランスには血清学的診断法が用いられている。 
 
近年の研究では、日本国内に生息する蚊や野鳥は WNV を増幅、伝播することが可能で
あると報告されている。このため、日本に WNV が侵入した場合、米国と同様に甚大な被
害が発生する可能性が考えられる。WNV 感染症に対する治療薬や、ヒト用の WNV ワクチ
ンは未だ実用化されておらず、防疫には感染予防が重要視される。このため日本に WNV
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が侵入した際には WNV 浸潤状況をサーベイし、その結果をふまえて注意喚起する事が公
衆衛生上重要である。 
 
一方日本を含む東アジアではWNVと同じ血清型群に属する日本脳炎ウイルス(JEV)が蔓
延している。JEV と WNV は構造タンパク質のアミノ酸相同性が約 77%であり、抗原性が
極めて近い。これまでの研究では免疫ウサギ血清や免疫マウス腹水などにおいて、中和法
をはじめ様々な血清診断法で交叉反応が生ずることが報告されてきた。この交叉反応のた
め、複数のフラビウイルスが蔓延している地域でのサーベイランスでは、結果の解釈が困
難となる。また、死亡野鳥の WNV の検出には、PCR や免疫組織染色が用いられるが、免
疫組織染色に用いるポリクローナル抗体は交叉反応性が高いため、近縁のウイルス種との
判別ができず、問題になっている。また、特異性の高いモノクローナル抗体も販売されて
いるが、その感度は低く、偽陰性と判定される例が多いことが報告されている。このため、
WNV 特異的であり免疫組織染色において反応性の良い抗体が必要とされている。 
 
これまで WNV と JEV が共存している地域はインドの一部に留まっており、また、イン
ドで蔓延している WNV は病原性が低く、ヒトやウマでの流行もまれであったことから、
抗 WNV 抗体と抗 JEV 抗体の交叉反応性に関する検討はほとんど行われてこなかった。そ
こで、従来から用いられている血清診断法である赤血球凝集阻害反応試験(HI)、indirect 
ELISA、中和法における交叉反応を、ウマおよびニワトリについて調査した。 
 
日本では飼育されるウマのほとんどに JEV ワクチンが接種されている。しかし、JEV ワ
クチン接種馬の WNV 血清診断法における交叉反応については、これまで報告が無かった。
本研究において JEV ワクチン接種馬では、WNV の HI および indirect ELISA において高
度な交叉反応が見られた。中和法はこれらの手法よりも特異性が高かったが、90%プラーク
減少基準では 16.7%のウマが、50%プラーク減少基準では 50%のウマが WNV 中和抗体陽
性と判定された。一方 JEV に対する中和抗体価は、WNV に対する中和抗体価と比較する
と、5 倍以上の値を示していた。JEV ワクチン接種馬において WNV のサーベイランスを
行う際には、WNV と JEV に対する中和抗体価を同時に測定し、中和抗体価を比較するこ
とで JEV ワクチン接種馬と判別できると考えられた。 
 
次に、おとり鶏調査に用いられるニワトリでも同様に交叉反応性を確認した。ニワトリ
では、indirect ELISA において交叉反応が見られたが、JEV を抗原とした indirect ELISA
の値は、WNV を抗原とした indirect ELISA の値よりも有意に高かった。一方、HI と 90%
プラーク減少基準を用いた中和法では交叉反応は示さなかった。これによりニワトリにお
いて、HI と中和法は診断法として用いることができる可能性が示唆された。 
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以上の様に、ウマおよびニワトリでは中和法により診断は可能であった。しかし中和法
は感染能のある WNV を用いるため P3 設備が必須であり、判定まで 5 日程度の時間を要す
る。さらに一般的な手法では 6 ウェルのプレートを用いるため処理効率も低い。このため
本研究では WNV 特異的モノクローナル抗体(mAb)を作出し、これらの抗体を用いた二つの
競合 ELISA を確立した。 
 
第一の競合 ELISA は、100 倍希釈血清で診断可能な WNV 特異的高感度競合 ELISA で
ある。競合 ELISA や Blocking ELISA は、血清中に含まれるウイルス特異的抗体と、ウイ
ルス特異的 mAb を競合させ、血清中の抗ウイルス抗体を検出する手法である。既存の
Blocking ELISA は 5 から 10 倍の低希釈血清を用いる必要があり、サンプル量の制約があ
る野鳥や小動物への適用は困難であった。WNV は野鳥と蚊によって維持、増幅されるため、
少量の血液で診断可能な手法は必要性が高い。本研究では新たに 100 倍希釈血清で診断可
能な WNV 特異的高感度競合 ELISA を開発した。本競合 ELISA を用いる事で、野鳥への
ダメージを最小限に抑えた高感度なサーベイランスが可能となった。 
 
第二の競合 ELISA は、幅広い WNV 株に対する抗体を検出可能な競合 ELISA である。
近年、アメリカのみならず、ヨーロッパやシベリアでも病原性の高い WNV 株が流行して
いることが報告されている。しかしながら既存の Blocking ELISA の多くは、NY99 株に対
する抗体の検出性のみに重点が置かれ、複数の WNV 株に対する抗体の検出性が検討され
てこなかった。本研究では新たに WNV の構造タンパク質である Precursor Membrane 
protein(prM)に対する mAb を競合 ELISA 用に作出した。prM はデングウイルスや JEV
においてウイルス種特異的エピトープの存在が報告されていたが、これまで prM を対象抗
原とした競合 ELISA は報告がなかった。本研究では抗 prM mAb を用いた 2 種の競合
ELISA を開発した。このうち SHW-31B2 を用いた競合 ELISA は、NY99 株やインド株、
エジプト株、オーストラリア株などに対する抗体も検出可能な WNV 特異的競合 ELISA で
あった。本競合 ELISA の開発によって、より広い地域での効率的な WNV サーベイランス
が可能となった。 
 
前述の通り WNV の死亡野鳥調査は公衆衛生上、極めて重要である。しかし一般的に免
疫組織染色に用いられるポリクローナル抗体は、セントルイス脳炎ウイルスや JEV にも交
叉反応を示すため、複数のフラビウイルスが蔓延している地域では診断が困難なことが報
告されている。このため免疫組織染色に有効な WNV 特異的 mAb が求められてきた。本研
究では、新たに免疫組織染色に適用可能な WNV 特異的 mAb を作出した。得られた mAb
は WNV 感染組織をポリクローナル抗体と同様に強く染色したが、JEV 感染組織には全く
反応しなかった。これまで免疫組織染色に用いられてきた mAb は Envelope protein に対
する抗体であったが、その感度は低く、検出性に問題があることが報告されている。一方、
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今回得られた mAb は Nonstructural protein 1(NS1)に対する抗体であった。NS1 は WNV
感染細胞の中で産生される非構造タンパク質の中でも最も産生量が多く、また感染細胞の
細胞膜、細胞内小器官、核、細胞内骨格などに幅広く分布していることが報告されている。
これまでフラビウイルスの NS1 を対象とした免疫組織染色用 mAb は報告が無かった。本
研究の結果から、黄熱ウイルスやデングウイルス、JEV などにおいても抗 NS1 抗体を用い
た免疫組織染色が有効である可能性は高いと考えられる。本抗体を用いる事で、公衆衛生
上非常に重要とされる、死亡野鳥調査を効率的に行う事が可能となった。 
 
以上の通り本研究では、ウマおよびニワトリにおける血清学的交叉反応性を明らかにし、
抗 JEV 抗体に影響を受けない WNV 特異的競合 ELISA を確立した。またホルマリン固定
パラフィン切片に使用可能な WNV 特異的 mAb を確立したことにより、効率的な WNV 特
異的死亡野鳥調査が可能となった。本研究により確立した、WNV 特異的競合 ELISA や、
免疫組織染色に有効な WNV 特異的 mAb は、JEV 蔓延地域における WNV のサーベイラン
スに極めて有効であり、本領域研究に大きく貢献すると考えられる。 
